Чутливість клітин карциноми легені Льюїса LLC та LLC/R9 до цитотоксичної дії природних кілерних клітин та макрофагів мишей С57BL/6 in vitro by Федорчук, О.Г. et al.
УДК 616.006.6;571.27
О.Г. Федорчук, Г.Д. Льон, Ю.Р. Якшибаєва, Г. В. Горбик,
О.М. Пясковська
Чутливiсть клiтин карциноми легенi Льюїса LLC
та LLC/R9 до цитотоксичної дiї природних кiлерних
клiтин та макрофагiв мишей С57BL/6 in vitro
(Представлено академiком НАН України В.Ф. Чехуном)
Проведене порiвняльне дослiдження чутливостi клiтин вихiдного (LLC) та хiмiорезис-
тентного (LLC/R9) варiантiв карциноми легенi Льюїса до несенсибiлiзованих макрофа-
гiв та природних кiлерних клiтин iнтактних мишей С57BL/6 in vitro. Показано, що
формування резистентностi клiтин карциноми легенi Льюїса до цисплатину супровод-
жується пiдвищенням їх чутливостi до цитотоксичної дiї природних кiлерних клiтин
i зниженням чутливостi до цитотоксичної дiї макрофагiв. Можливою причиною пiд-
вищеної чутливостi цих клiтин до цитотоксичної дiї природних кiлерiв може бути
знижений рiвень експресiї молекул I класу ГКГ. Знижена чутливiсть клiтин хiмiоре-
зистентного варiанта до цитотоксичної дiї несенсибiлiзованих макрофагiв асоцiйована
з пiдвищеною здатнiстю до аутофагiї.
Вiдомо, що бiологiчнi властивостi пухлинних клiтин впливають на характер взаємодiї пух-
лини та органiзму, що визначає особливостi перебiгу пухлинного процесу [1–3]. З одно-
го боку, в процесi росту пухлини вiдбувається iмуноселекцiя її клiтин, здатних уникнути
iмунного нагляду. Такi клiтини характеризуються зниженим рiвнем експресiї компонентiв
процесингу i презентацiї ендогенних антигенiв: молекул I класу головного комплексу гiс-
тосумiсностi (ГКГ), компонентiв протеасомного комплексу, бiлкiв-транспортерiв тощо [4].
З iншого — пухлиннi клiтини виробляють низку чинникiв, насамперед цитокiнiв i хемокi-
нiв, якi модулюють функцiї ефекторних клiтин як уродженого, так i адаптивного iмунiтету,
формуючи в такий спосiб iмуносупресивне мiкрооточення [5].
Карцинома легенi Льюїса вважається низькоiмуногенною пухлиною [6]. Нами було сха-
рактеризовано два її варiанти: LLC — отриманий iз вихiдного штаму та LLC/R9 — хiмiо-
резистентний варiант, отриманий пiсля дев’яти курсiв хiмiотерапiї cis-DDP. LLC/R9 у по-
рiвняннi з LLC характеризується високою швидкiстю росту первинної пухлини, високим
ангiогенним та низьким метастатичним потенцiалами [7, 8]. Раннi стадiї росту LLC/R9, на
вiдмiну вiд таких LLC, супроводжуються гематологiчними порушеннями, асоцiйованими
з високим рiвнем продукцiї пухлинними клiтинами VEGF [9]. Високий рiвень iмуноглобулi-
ну G у сироватцi кровi тварин з LLC/R9 дозволяє припустити бiльшу iмуногеннiсть клiтин
цього варiанта щодо такої клiтин вихiдного варiанта [10]. Вiдомо, що набуття пухлинними
клiтинами лiкарської резистентностi в багатьох випадках асоцiюється з реверсiєю їх чутли-
востi до цитотоксичної дiї природних кiлерних клiтин [11, 12].
У даному повiдомленнi дана оцiнка чутливостi клiтин LLC та LLC/R9 до цитотоксичної
дiї природних кiлерних клiтин та макрофагiв мишей С57BL/6 in vitro.
Матерiали та методи дослiдження.Дослiдження проводили на 20-ти мишах-самцях
лiнiї С57BL/6 вiком 2–2,5 мiс. з масою 18–22 г розведення вiварiю (Iнститут експерименталь-
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ної патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. Р.Є. Кавецького НАН України). Всi манiпуляцiї
виконувались, згiдно з мiжнародними правилами роботи з дослiдними тваринами.
Клiтинами-ефекторами (КЕ) слугували мононуклеарнi лейкоцити селезiнки та перито-
неальнi макрофаги (ПМ) мишей. Мононуклеари видiляли з суспензiї клiтин селезiнки шля-
хом центрифугування в градiєнтi щiльностi (1,077 г/см3) фiкол-верографiну. Для отрима-
ння ПМ у черевну порожнину тварин вводили 5 мл середовища 199 (“Sigma”, США) з гепа-
рином (5 Од/мл) з подальшим проведенням масажу передньої стiнки черевної порожнини
впродовж 10 хв. Потiм вiдбирали перитонеальний ексудат, що утворився, i ще двiчi про-
мивали черевну порожнину свiжими порцiями середовища 199. Отриману суспензiю клiтин
двiчi вiдмивали за допомогою центрифугування (200 g, 10 хв), суспендували в 1 мл середо-
вища RPMI 1640 (“Sigma”, США) з додаванням 10% ембрiональної телячої сироватки (ЕТС,
“Sigma”, США), розливали алiквотами по 3,5 мл у пластиковi чашки Петрi дiаметром 6 см та
iнкубували впродовж 45 хв у термостатi при 37 ◦С. Суспензiю неадгезованих клiтин зливали
та двiчi обережно промивали чашки Петрi розчином Хенкса (“Sigma”, США). Далi влива-
ли розчин Хенкса з 0,02% ЕДТА i переносили чашки Петрi на лiд (10–15 хв). Пiсля цього
змивали з дна фракцiю адгезованих клiтин, переважно представлених ПМ. Суспензiю ПМ
осаджували шляхом центрифугування (200 g, 10 хв) та суспендували в повному середовищi
культивування такого складу: середовище RPMI 1640, 10% ЕТС, 2 ммоль/л L-глютамiну
i 40 мкг/мл гентамiцину сульфату. Пiдраховували кiлькiсть життєздатних ПМ i доводили
до концентрацiї 1 · 106 кл./мл.
Клiтинами-мiшенями (КМ) слугували LLC, LLC/R9 та чутлива до цитотоксичної дiї
природних кiлерних клiтин мишей лiнiя YAC-1 як контроль [13]. КМ культивували в пов-
ному середовищi при 37 ◦С у вологiй атмосферi 5% СО2.
Цитотоксичну активнiсть ефекторних клiтин iмунної системи визначали методом про-
точної цитофлуориметрiї як описано в науковiй публiкацiї [14]. Для цього мiченi 5(6)-кар-
боксифлуоресцеїндiацетат-сукцинiлмiдiл ефiром (“Fluka”, Нiмеччина) КМ та КЕ вносили
в лунки 96-лункового круглодонного планшета в об’ємi 200 мкл повного культурального
середовища у спiввiдношеннi 40 : 1, 20 : 1 або 10 : 1. Пiсля центрифугування (50 g, 5 хв)
клiтини iнкубували впродовж 4 год (мононуклеари селезiнки) або 18 год (ПМ) при 37 ◦С
у вологiй атмосферi 5% CO2. По закiнченнi iнкубацiї суспензiю клiтин переносили в цито-
метричнi пробiрки, додавали пропiдiй йодид (“Fluka”, Нiмеччина) у кiнцевiй концентрацiї
2,5 мкг/мл.
Пiдрахунок мертвих КМ проводили за допомогою проточного цитофлуориметра
FACScan (“Becton Dickinson”, США) за допомогою програми “Cell Quest”. Цитотоксичну
активнiсть оцiнювали з використанням iндексу цитотоксичностi (IЦ, %):
IЦ =
Д−К
З−К
· 100%,
де Д — кiлькiсть мертвих КМ в дослiднiй пробi (КЕ + КМ); К — кiлькiсть мертвих КМ
в контрольнiй пробi (КМ); З — загальна кiлькiсть КМ, що пiдрахована.
Для статистичної обробки отриманих даних використовували пакети статистичних про-
грам OriginLab 8.5 та Statistica 8.0.
Результати та їх обговорення. Вiдомо, що цитотоксичну дiю проти пухлинних клi-
тин справляють клiтини трьох основних популяцiй: природнi кiлернi клiтини, М1 — мак-
рофаги та CD8 + цитотоксичнi Т-лiмфоцити. Клiтини перших двох популяцiй належать
до ефекторiв вродженого iмунiтету та здатнi до лiзису пухлинних клiтин без попередньої
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Рис. 1. Чутливiсть клiтин LLC/R9 до цитотоксичної дiї мононуклеарних лейкоцитiв селезiнки.
Тут i на рис. 2 : * — розбiжностi при порiвняннi з цитотоксичнiстю проти клiтин YAC-1 в аналогiчних
умовах статистично вiрогiднi (p < 0,05); ** — розбiжностi при порiвняннi з цитотоксичнiстю проти клiтин
LLC в аналогiчних умовах статистично вiрогiднi (p < 0,05)
сенсибiлiзацiї. Зниження рiвня експресiї молекул I класу ГКС робить клiтини нечутливи-
ми до дiї ефекторiв адаптивного iмунiтету (CD8 + цитотоксичних Т-лiмфоцитiв), однак
спричиняє посилення чутливостi до цитотоксичної дiї природних кiлерних клiтин, цитоток-
сичними чинниками яких є перфорiни та гранзими. Хiмiорезистентнiсть пухлинних клiтин
може супроводжуватися посиленням їх чутливостi до цитотоксичної дiї природних кiлер-
них клiтин [11, 12].
На рис. 1. при порiвняннi цитотоксичної активностi мононуклеарних лейкоцитiв селезiн-
ки (МЛС) iнтактних мишей лiнiї С57BL/6 вiдносно до клiтин YAC-1 (1 ) LLC (2 ) й LLC/R9
(3 ) було встановлено, що при спiввiдношеннi КЕ : КМ 40 : 1 цитотоксичнiсть клiтин селе-
зiнки проти клiтин LLC й LLC/R9 була вiрогiдно вищою (в 1,73 та 2,16 раза вiдповiдно)
щодо такої проти клiтин YAC-1. При спiввiдношеннях КЕ : КМ 20 : 1 i 10 : 1 мiж цитоток-
сичнiстю клiтин селезiнки проти клiтин LLC й YAC-1 iстотних вiдмiнностей не виявлено.
При цьому цитотоксичнiсть проти клiтин LLC/R9 була вiрогiдно вищою при порiвняннi
з такою проти LLC або YAC-1.
Отже, клiтини LLC/R9 характеризуються пiдвищеною чутливiстю до цитотоксичної дiї
природних кiлерних клiтин порiвняно з клiтинами вихiдної лiнiї та YAC-1. Активацiя ци-
тотоксичної дiї природних кiлерiв вiдносно пухлинних клiтин значною мiрою залежить вiд
рiвня експресiї молекул ГКГ. Отриманi результати дозволяють припустити, що клiтини хi-
мiорезистентного варiанта карциноми легенi Льюїса характеризуються зниженим рiвнем
експресiї молекул I класу ГКГ.
Механiзм цитотоксичної дiї макрофагiв вiдносно пухлинних клiтин iстотно вiдрiзняє-
ться вiд такої у природних кiлерних клiтин. Цитотоксичними чинниками макрофагального
походження виступають: фактор некрозу пухлин-α; трансформуючий фактор росту-β; ре-
активнi форми кисню й азоту [15].
При дослiдженнi чутливостi клiтин YAC-1 (1 ), LLC (2 ) й LLC/R9 (3 ) до дiї макрофагiв,
проiлюстрованих на рис. 2, було встановлено, що цитотоксична активнiсть ПМ iнтактних
мишей проти YAC-1 залежить вiд спiввiдношення КЕ : КМ — при збiльшеннi кiлькостi КЕ
їх цитотоксичнiсть знижується. Стосовно клiтин карциноми легенi Льюїса спостерiгалась
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Рис. 2. Чутливiсть клiтин LLC/R9 до цитотоксичної дiї перитонеальних макрофагiв
зворотна картина — при збiльшеннi кiлькостi КЕ iндекс цитотоксичностi ПМ проти клi-
тин LLC й LLC/R9 збiльшується. При спiввiдношеннi КЕ : КМ 20 : 1 чутливiсть клiтин
хiмiорезистентного варiанта карциноми легенi Льюїса до цитотоксичної дiї ПМ вiрогiдно
знижується у порiвняннi з такою клiтин вихiдної лiнiї.
Зважаючи на бiологiчнi особливостi клiтин LLC/R9 (високий рiвень продукцiї VEGF,
пiдвищена швидкiсть споживання глюкози та високий рiвень iндукованого гiпоксiєю апопто-
зу, можна припустити, що вони здатнi пригнiчувати цитотоксичну активнiсть макрофагiв
i/або поляризувати їх до толерогенної протизапальної дiї.
Iншим з можливих пояснень резистентностi клiтин-мiшеней LLC/R9 до цитотоксичної
дiї макрофагiв черевної порожнини можуть бути особливостi захисту їх вiд продукованих
макрофагами активних форм кисню та оксиду азоту. Вiдомо, що одними з основних мiшеней
реактивних форм кисню в злоякiсно трансформованiй клiтинi є лiзосоми. Оксидативний
стрес спричиняє дестабiлiзацiю мембрани лiзосоми, вивiльнення лiзосомальних ферментiв
i ушкодження клiтини. З метою захисту вiд тривалого оксидативного стресу в пухлиннiй
клiтинi, як правило, активується процес аутофагiї. При цьому тривалий оксидативний стрес
призводить до так званої аутофагiчної загибелi клiтини, яка класифiкується на сьогоднi як
спорiднений апоптозу вид програмованої клiтинної загибелi [16]. У попереднiх дослiдженнях
нами було показано пiдвищену здатнiсть клiтин LLC/R9 до аутофагiї як в умовах гiпоксiї,
так i в умовах нормоксiї на фонi метаболiчного стресу щодо клiтин LLC [7].
Таким чином, формування резистентностi клiтин карциноми легенi Льюїса до цисплати-
ну супроводжується змiною їх чутливостi до цитотоксичної дiї ефекторiв протипухлинного
iмунiтету. При цьому знижена чутливiсть клiтин хiмiорезистентного варiанта до цитоток-
сичної дiї несенсибiлiзованих макрофагiв асоцiйована з пiдвищеною здатнiстю до аутофагiї.
Можливою причиною пiдвищеної чутливостi цих клiтин до цитотоксичної дiї природних кi-
лерiв може бути знижений рiвень експресiї молекул I класу ГКГ.
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Чувствительность клеток карциномы легких Льюиса LLC и LLC/R9
к цитотоксическому действию естественных киллерных клеток
и макрофагов мышей С57BL/6 in vitro
Проведено сравнительное исследование чувствительности клеток исходного (LLC) и хи-
миорезистентного (LLC/R9) вариантов карциномы легких Льюиса к несенсибилизирова-
ным макрофагам и естественным киллерным клеткам интактных мышей С57BL/6 in vit-
ro. Показано, что формирование резистентности клеток карциномы легких Льюиса к цис-
платину сопровождается повышением их чувствительности к цитотоксическому дейст-
вию естественных киллерных клеток и снижением чувствительности к цитотоксичес-
кому действию макрофагов. Возможной причиной повышенной чувствительности этих
клеток к цитотоксическому действию естественных киллеров может быть пониженный
уровень экспрессии молекул I класса ГКГ. Сниженная чувствительность клеток химио-
резистентного варианта к цитотоксическому действию несенсибилизированых макрофагов
ассоциирована с повышенной способностью к аутофагии.
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O.N. Pyaskovskaya
Sensitivity of Lewis Lung Carcinoma (LLC) and LLC/R9 cells to
cytotoxic action exerted by murine natural killer cells and macrophages
of C57BL/6 mice in vitro
The comparative investigation of the sensitivity of primary LLC and drug resistant LLC/R9 cells
to natural killer cells and macrophages of С57BL/6 intact mice is performed in vitro. It is shown
that the forming of a resistance to cisplatin by LLC cells is accompanied by an increase of their
sensitivity to the cytotoxic action of natural killer cells and a decrease of the susceptibility to the
cytolytic activity of macrophages. High LLC/R9 cell sensitivity to the cytotoxic action of natural
killer cells possibly was caused by a diminished expression of MHC class I molecules. Decreased
sensitivity of resistant cells to the cytolysis by nonsensitized macrophages was associated with a
high ability to undergo autophagy.
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